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Mezenhimske matične celice (MMC) predstavljajo heterogeno populacijo odraslih, 
fibroblastom podobnih multipotentnih celic. V zadnjem desetletju  jim veliko pozornosti 
namenja regenerativna medicina, predvsem zaradi njihove sposobnosti diferenciacije v 
specifične celične tipe, bogate proizvodnje rastnih faktorjev in citokinov ter podpore pri 
tvorjenju krvnih celic. Poleg tega lahko MMC migrirajo na mesta vnetja, kjer imajo močne 
imunomodulatorne in protivnetne učinke. Zanimanje za uporabo MMC na različnih 
področjih zdravljenja je iz leta v leto večje. Uporabljajo jih za nadomeščanje kostnega 
tkiva, preprečevanja zavrnitvenih reakcij po presaditvi krvotvornih matičnih celic (KMC), 
reakcije presadka proti gostitelju (Graft versus host disease – GVHD), za zdravljenje 
poškodovane roženice; klinične raziskave pa že potekajo za zdravljenje amiotrofične 
lateralne skleroze (ALS angl. Amyotrophic lateral sclerosis), Chronove bolezni, multiple 
skleroze, sladkorne bolezni, možganske kapi in sistemskega lupusa.  
Človeške mezenhimske matične celice so bile uspešno izolirane iz skoraj vseh vrst tkiv, 
npr. kostnega mozga, maščobnega tkiva, vranice, jeter, ledvic, pljuč, mišice, priželjca, v 
manjši meri pa se lahko izolirajo tudi iz drugih tkiv, kot so na primer: popkovnična kri, 
placenta, amnionska tekočina in periferna kri.  
V tkivu je MMC relativno malo, v kostnem mozgu jih najdemo 0,001–0,01 % (Jones in 
sod., 2002), še največ jih je v maščobnem tkivu, kjer predstavljajo 1,8 % vseh celic (Duran 
in sod., 2013). Koncentracijo MMC določimo s štetjem celic v vzorcu, ki so sposobne 
tvoriti kolonije (CFU-F), ali na podlagi specifičnih označevalcev celične pripadnosti, z 
uporabo pretočnega citometra. Določanje MMC med njihovim gojenjem v celični kulturi je 
zaradi velike koncentracije in obsežnega izražanja CD70, CD90 in CD105 dokaj 
enostavno, vendar se ta postopek ni izkazal kot primeren za določanje MMC v sveže 
odvzetih bioloških vzorcih. Najverjetneje izražanje antigenov pri sveže izoliranih celicah 
ni enako kot pri gojenih celicah, zato bi bilo smiselno za sveže  izolirane MMC poiskati in 
izbrati druge označevalce oziroma laboratorijske postopke. Dileme o ustreznem izboru 
celičnih označevalcev in nestandardizirani postopki določanja števila celic, ki so prisotne v 
nizkih koncentracijah, so razlogi, da se številčnost MMC v sveže odvzetih vzorcih ne 
določa rutinsko. Poleg tega je uporaba MMC za zdravljenje relativno nov postopek. Za 
razliko od MMC se krvotvorne matične celice (KMC) zbirajo in presajajo že vrsto let, za 
njihovo določanje številčnosti pa se uporablja dobro vpeljan tribarvni (CD34/CD45/7-
AAD) pet parameterski ISHAGE postopek (International Society of Hematotherapy and 
Graft Engineering) (Sutherland in sod., 1996). 
Glede na to, da se izmed vseh matičnih celic trenutno najbolj intenzivno raziskujejo MMC, 
ter da največje število registriranih kliničnih raziskav poteka prav z MMC, je postavitev 
učinkovitega postopka za določanje koncentracije MMC vsekakor nujno potrebna.  
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1.1  NAMEN DELA 
Namen magistrske naloge je bil postavitev postopka za štetje MMC v vzorcih kostnega 
mozga, stimulirane periferne krvi in maščobnega tkiva s pretočnim citometrom, z uporabo 
protiteles proti celičnim označevalcem CD271, CD45 in fluorescentnih kroglic za štetje. 
Želeli smo ugotoviti, ali obstajajo razlike med koncentracijo, izmerjeno z našim 
postopkom, in koncentracijo MMC, ki jo določimo s testom fibroblastov, ki tvorijo 
kolonije (CFU-F, angl. Colony-Forming Units - Fibroblast). 
V nalogi smo med seboj primerjali število MMC in KMC v vzorcu z namenom ugotoviti 
ali lahko iz podatkov o koncentraciji KMC sklepamo na koncentracijo MMC. Poleg tega 
nas je zanimal vpliv starosti darovalcev bioloških vzorcev na številčnost matičnih celic. 
1.2  HIPOTEZE 
Naše delovne hipoteze so naslednje: 
1.) S postopkom označevanja celic s protitelesi anti-CD45 in anti-CD271 lahko 
določimo koncentracijo MMC v različnih bioloških vzorcih. Zaradi 
maloštevilčnosti MMC je pri analizi s pretočnim citometrom nujna uporaba 
fluorescentnih kroglic za štetje celic. 
2.) V kostnem mozgu in maščobnem tkivu je več mezenhimskih matičnih celic kot v 
stimulirani perfierni krvi. 
3.) Koncentracija krvotvornih in mezehimskih matičnih celic s starostjo darovalca 
upada. 
4.) Iz koncentracije krvotvornih matičnih celic bolnika bi lahko sklepali na 
koncentracijo mezenhimskih matičnih celic. 
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2  PREGLED OBJAV 
2.1  MATIČNE CELICE 
Matične celice (MC, angl. stem cells) so nespecializirane celice embrija, ploda ali 
odraslega človeka, ki imajo sposobnost dolgotrajnega asimetričnega deljenja ter 
diferenciacije v usmerjene tkivne celice. V procesu delitve matične celice nastaneta dve 
kopiji, pri čemer je ena identična kopija celice, druga pa tvori vrsto celic z bolj 
specializirano funkcijo. Po obliki so podobne limfocitom, njihova naloga v telesu pa je 
nadomeščanje odmrlih celic in popravljanje tkivnih poškodb (Rožman in sod., 2007). 
Glede na izvor jih delimo na embrionalne, fetalne in odrasle MC. Embrionalne MC 
izvirajo iz zgodnjih faz zarodka na stopnji morule ali blastociste, fetalne iz zarodka in 
popkovnične krvi, odrasle matične celice pa najdemo v vseh tkivih odraslega človeka. 
Največ odraslih MC se nahaja v kostnem mozgu in maščobi (Rožman in Jež, 2011). Poleg 
različnega izvora se razlikujejo tudi glede na stopnjo sposobnosti diferenciacije: 
totipotentne, pluripotentne, multipotentne in unipotetne (Slika 1). Totipotentne celice so 
sposobne tvoriti vse celične vrste, tudi trofoblaste. Primer takih celic so embrionalne 
matične celice, ki jih lahko izolirajo iz 1–3 dni starega embrija. Pluripotentne celice so 
sposobne tvoriti vse tri celične plasti, ne pa tudi trofoblasta, izolirajo jih iz blastociste stare 
5–14 dni. Multipotentne celice se lahko diferencirajo v več celičnih vrst, vendar ne v vse, 
lahko se diferencirajo v različne vrste celic, ki pripadajo isti celični plasti (endoderm, 
mezoderm in ektoderm). Takšne so npr. krvotvorne matične celice in mezenhimske 
matične celice, ki jih lahko izoliramo iz popkovnične krvi, kostnega mozga, maščobnega 
tkiva in ostalih tkiv odraslega človeka. Unipotentne celice so tkivno specifične in so 
sposobne razvoja v samo eno celično linijo, takšne so predniške celice v koži in mišicah 
(Rožman in sod., 2007). 
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Slika 1: Različni razvojni potencial matičnih celic v različnih stopnjah osebka (Zipori, 2005) 
2.1.1  Uporaba matičnih celic za zdravljenje 
Uporaba MC v klinične namene je zanimiva zaradi njihovih številnih bioloških aktivnosti 
in velikega potenciala za diferenciacijo v različna tkiva. MMC se uporabljajo pri 
zdravljenju kostnih obolenj, kot sta hipofosfatemija in osteogenesis imperfecta (Horwitz in 
sod., 1999). Učinkovitost MMC je dokazana pri spodbujanju obnovitve hrustančnega tkiva 
v sklepih (Wakitani in sod., 2004; Kuroda in sod., 2007). Najpogosteje se izvaja presaditev 
krvotvornih matičnih celic, ki se uporablja za zdravljenje bolnikov z različnimi malignimi 
in nemalignimi boleznimi. Postopek še vedno otežuje bolezen presadka proti gostitelju 
GVHD (Tabbara in sod., 2002). Le Blanc in sod. so leta 2004 opisali prvi primer GVHD, 
ki je bil uspešno zdravljen z uporabo druge vrste matičnih celic, MMC, od takrat dalje je 
objavljenih vse več primerov zdravljenja (Weng in sod., 2010; Muller in sod., 2008; von 
Bonin in sod., 2009, Ringden in sod., 2006). Klinične raziskave potekajo za zdravljenje 
poškodb srca po možganski kapi (Chen in sod., 2004), različnih avtoimunskih bolezni, kot 
so: Chronova bolezen (Garcia-Olmo in sod., 2005), sistemski lupus (Sun in sod., 2007) in 
multipla skleroza (Riordan in sod., 2009). Raziskave potekajo tudi za zdravljenje ALS 
(Hajivalili in sod., 2016), ciroze jeter (Kharaziha in sod., 2009) in sladkorne bolezni (Wang 
in sod., 2013). Veliko rezultatov zdravljenj je obetavnih, hkrati pa izpostavljajo kritične 
izzive za prihodnost. 
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2.1.2  Mezenhimske matične celice 
Mezenhimske matične celice (MMC, angl. Mesenchymal Stem Cells) oz. mezenhimske 
stromalne celice (MSC, angl. Mesenchymal Stromal Cells) so nehematopoetske 
multipotentne celice, ki so sposobne in vitro diferenciacije v vsaj tri različne vrste celic: 
osteoblaste, adipocite in hondrocite (Slika 2) (Bianco in sod., 2001). Izoliramo jih lahko iz 
kostnega mozga, kjer jih najdemo 0,001–0,01 %, količina pa je odvisna tudi od starosti 
darovalca (Jones in sod., 2002). Poleg kostnega mozga je mezenhimske matične celice 
mogoče izolirati tudi iz maščobnega tkiva (Zuk in sod., 2002), v katerem najdemo 2 % 
MMC (Mahmoudifar in Doran, 2015) in drugih tkiv, kot so jetra, pljuča, vranica 
(Campagnoli in sod., 2001), amnionska tekočina (In't Anker in sod., 2003), popkovnična 
kri (Bieback in Kluter, 2007), kri (Secco in sod., 2008), periferna kri odraslega človeka 
(Kassis in sod., 2006), placenta (In't Anker in sod., 2004) in zobna pulpa (Pierdomenico in 
sod., 2005). 
 
Slika 2: Razvojni potencial mezenhimskih matičnih celic v različna tkiva (Meregalli in sod., 2011) 
Ker so MMC v tkivih maloštevilčne, jih je običajno potrebno pred presaditvijo pomnožiti v 
celični kulturi in določiti njihovo število. Na uspešnost zdravljenja namreč vpliva število 
presajenih celic, to pa je odvisno od števila MMC v izhodiščnem vzorcu. Mednarodno 
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združenje za celično zdravljenje (ISCT, angl. International Society for Cellular Therapy) 
je predlagalo tri minimalne pogoje, s katerimi definiramo MMC (Dominici in sod., 2006): 
1.) Celice morajo biti sposobne pritrditve na plastiko.  
2.) Več kot 95 % celic mora izražati označevalce CD73, CD90, CD105, hkrati pa 
morajo biti negativne za celične označevalce CD34, CD45, CD14 ali CD11b, CD 
19 ali CD79a in HLA–DR. 
3.) Celice morajo imeti sposobnost in vitro diferenciacije v kostne, maščobne in 
hrustančne celice. 
Pogoji so uporabni za identifikacijo MMC pomnoženih v celični kulturi, ne pa tudi za 
MMC v sveže izoliranih vzorcih. Domneva se, da izražanje antigenov pri sveže izoliranih 
celicah ni enako kot pri gojenih celicah. Dodaten problem predstavlja nizka koncentracija 
MMC v bioloških vzorcih. MMC so poskušali identificirati tudi na druge načine. Jones in 
sod. (2002) so na površini MMC raziskovali različne označevalce in odkrili edinstveno 
populacijo CD45 low/ LNGFR+ celic. Dokazano je bilo, da je celični označevalec CD271, 
s katerim označujemo nevralni rastni dejavnik nizke afinitete (LNGFR, angl. Low affinity 
Nerve Growth Factor Receptor), izrazito izražen na MMC (Jones in sod., 2002; Jones in 
sod., 2004). O visoki ravni izražanja CD271 so poročale tudi druge neodvisne raziskave 
(Quirici in sod., 2002; Gronthos in sod., 1995; Bühring in sod., 2007; Jarocha in sod., 
2006). 
2.1.2.1  Kostni mozeg 
Kostni mozeg je fleksibilno tkivo v notranjosti kosti, specializirano za hematopoezo 
(Birbrair in Frenette, 2016). Poznamo dva tipa kostnega mozga: rdeči kostni mozeg, v 
katerem nastajajo rdeče in bele krvničke in se pri odraslih nahaja v ploščatih kosteh, in 
rumeni kostni mozeg, ki ga pretežno sestavljajo maščobne celice in se nahaja v kostnih 
votlinah v srednjem predelu dolgih kosti. Rumeni kostni mozeg predstavlja glavnino 
strome, kjer se delijo in dozorevajo krvne celice. Celice, ki sestavljajo stromo, so 
fibroblasti, makrofagi, adipociti oz. maščobne celice, osteoblasti in endotelijske celice. 
Majhno frakcijo, med 0,001 in 0,01 %, med drugim predstavljajo tudi mezenhimske 
matične celice (Rubin in Strayer, 2007; Pittenger in sod., 1999).  
Več raziskav je potrdilo, da bi CD271 lahko bil specifični označevalec za MMC izolirane 
iz KM (Quirici in sod., 2002; Jones in sod., 2002;  Jones in sod., 2006; Jones in 
McGonagle; 2008; Kuçi in sod 2011). Še vedno pa so to le raziskave, laboratorijskega 
postopka za določanje števila MMC v bioloških vzorcih, ki bi bil pripravljen za rutinsko 
uporabo pa še nimamo. 
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Čeprav je kostni mozeg najbolje raziskan in klinično uporabljen vir MMC, je število MMC 
v primerjavi s količino pridobljenega vzorca v njem zelo majhna. Omejitev predstavlja tudi 
boleč in invaziven postopek odvzema kostnega mozga  (Pittenger in sod., 1999; Fukuda, 
2003). Te omejitve so pripeljale do iskanja drugih virov MMC, pri čemer dobro alternativo 
predstavlja maščobno tkivo. 
2.1.2.2  Maščobno tkivo 
Maščobno tkivo ali telesna maščoba je ohlapno vezivno tkivo, sestavljeno večinoma iz 
maščobnih celic, preadipocitov, fibroblastov, celic gladkih mišic in stromalno vaskularne 
frakcije (SVF angl. Stromal Vascular Fraction) (Zuk in sod., 2002). Tako kot kostni 
mozeg tudi maščevje izhaja iz mezenhima in vsebuje veliko podporne strome, ki jo zlahka 
izoliramo. Identifikacija pluripotetntnih predniških celic znotraj procesiranih lipoaspiratnih 
celic (PLA angl. Processed Lipoaspirates) iz človeškega maščobnega tkiva je ponudila 
alternativni vir matičnih celic, ki se jih lahko učinkovito uporablja (Zuk in sod., 2001). 
Karakterizacija teh populacij je pokazala, da imajo matične celice iz maščobnega tkiva oz. 
ASC (angl. Adipose-derived Stem Cells)  podobno sposobnost diferenciacije, morfologijo 
in fenotip kot MMC izolirane iz kostnega mozga (Pittenger in sod., 1999). Koncentracija 
CD271+ celic je višja kot v KM, in sicer povprečno 1,8 % (Duran in sod., 2013). 
Pomanjkanje enotnosti pri celični karakterizaciji je prispevalo k številnim terminološkim 
izrazom, ki so se uporabljali za to populacijo (Schaffler in Buchler, 2007), med drugim: 
PLA celice, predadipociti, odrasle matične celice iz maščobe in maščobne stromalne 
celice. Zato so se leta 2004 na zasedanju IFATS (angl. International Fat Applied 
Technology Society) dogovorili, da te celice poimenujejo matične celice iz maščobnega 
tkiva oz. ASC (Gimble in sod., 2007). 
Kljub vsemu so določeni celični označevalci ASC še vedno nejasni in sporni. Zuk in sod. 
(2002) so pokazali, da človeške ASC izražajo CD29, CD44, CD49d, CD71, CD90, CD105 
in Stro-1, ne pa tudi  CD31, CD34 ali CD45. Vseeno ASC celice CD45-, CD34+, VD105+ 
in CD31- prekomerno izražajo transkripte povezane z motnjami celičnega cikla, in imajo 
samoobnavljajočo se sposobnost, med tem ko druge celice ne kažejo takšnih karakteristik 
(Boquest in sod., 2005). Quirici in sod. (2010) so za označevalec izbrali CD271+ in 
dokazali koristnost uporabe tega označevalca za selekcijo ASC. CD271+ celice iz 
maščobnega tkiva so predlagali kot glavno izbiro za avtologno terapijo z matičnimi 
celicami. 
2.1.2.3  Periferna kri 
Periferna kri je kri, ki kroži po telesu in je ločena od zaprtega krvnega sistema jeter, 
vranice, kostnega mozga in limfatičnega sistema. 
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Tradicionalno je kot glavni vir MMC opisan kostni mozeg, se pa kot vir MMC poleg 
maščobnega tkiva in popkovnične krvi omenja tudi MMC, pridobljene iz periferne krvi, 
čeprav so mnogi raziskovalci trdili, da je količina teh celic v krvi prenizka (Kassis in sod., 
2006; Wexler in sod., 2003). Nekateri raziskovalci trdijo, da v primeru poškodovanega 
tkiva MMC iz kostnega mozga lahko s pomočjo periferne krvi prehajajo na mesto 
poškodbe in tam spodbujajo regeneracijo (Roufosse in sod., 2004). Pokazali so, da število 
MMC v perifernem obtoku lahko povečajo s tehniko mobilizacije krvi, pri čemer v kri 
vbrizgajo granulocitne kolonije stimulirajoči dejavnik (G-CSF angl. Granulocyte-Colony 
Stimulating Factor), ki spodbuja prehod MC iz kostnega mozga v kri (Kassis in sod., 
2006). Chong in sod. so leta 2012 pokazali, da imajo MMC iz periferne krvi podobne 
značilnosti in podoben potencial kot tiste, ki izhajajo iz kostnega mozga. 
2.1.3  Krvotvorne matične celice 
Krvotvorne oz. hematopoetske matične celice (KMC oz. HSC, angl. Hematopoietic Stem 
Cells) so multipotentne matične celice, ki se lahko diferencirajo v vse vrste mieloičnih in 
limfatičnih krvnih celic. Iz KMC se razvijejo limfociti T, limfociti B, celice naravne 
ubijalke, monociti, makrofagi, nevtrofilci, bazofilci, eozinofilci, eritrociti in trombociti 
(Slika 3) (Kondo in sod., 2003). KMC najdemo v kostnem mozgu, periferni krvi (v katero 
se izplavljajo iz kostnega mozga) in v popkovnični krvi (Soker in sod., 2008). V kostnem 
mozgu predstavljajo 2–4 % populacije, v periferni krvi pa je delež veliko manjši kot v 
kostnem mozgu (Wang in sod., 2015; Jansen in sod., 2005) . 
Presaditev krvotvornih matičnih celic je v medicini najstarejša in najbolj razširjena celična 
terapija za zdravljenje številnih bolezni, kot so npr. levkemija in različne imunske bolezni 
(Passweg in sod., 2012). 
KMC je mogoče identificirati z uporabo pretočne citometrije, pri čemer se uporablja več 
različnih površinskih celičnih označevalcev. Najbolj uporabljeni antigen je CD34, ki so ga 
leta 1984 prvi opisali Civin in sod. in se ga najpogosteje uporablja v kombinaciji s CD45 
po ISHAGE (angl. International Society of Hematotheraphy and Graft Engineering) 
postopku (Sutherland in sod., 1996). Znani so tudi drugi celični označevalci za KMC: 
CD7, CD38, CD55, CD59, CD47, CD50, CD90, CD105, CD109, CD117 (c-kit), CD124, 
CD133 in CD166 (Edling in Hallberg, 2007; Kųci in sod., 2003; Terstappen in sod., 1991; 
Lansdorp in sod., 1990; Baum in sod., 1992; Hill in sod., 1996; Sutherland in sod., 1996, 
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Slika 3: Razvoj krvnih celic iz krvotvorne matične celice (SileneBiotech, 2017) 
2.2  VPLIV STARANJA NA ŠTEVILČNOST MATIČNIH CELIC 
Čeprav matične celice ponujajo revolucionarne načine zdravljenja bolezni, je ugotovljeno, 
da staranje vpliva na pravilno delovanje matičnih celic, kar lahko vodi do celične smrti, 
senescence ali izgube regenerativnega potenciala (Jones in Rando, 2011; Oh in sod., 2014). 
Različne raziskave so pokazale, da so MMC, izolirane iz kostnega mozga in maščobnega 
tkiva, z naraščujočo starostjo darovalca, imele zmanjšano sposobnost odziva na oksidativni 
stres (De Barros in sod., 2013; Sethe in sod., 2006; Stolzing in sod., 2008). Kasper in sod. 
so 2009 na podganah pokazali, da koncentracija MMC in njihova sposobnost migracije na 
poškodovana mesta upada s starostjo darovalca. Upadanje s starostjo pri človeku ni 
dokončno potrjeno, saj nekatere študije navajajo, da število MMC s starostjo pada (Baxter 
in sod., 2004; Nishida in sod., 1999; Muschler in sod., 2001), med tem ko drugi avtorji 
navajajo, da se s staranjem darovalca število MMC ne spreminja (Justesen in sod., 2002; 
Oreffo in sod., 1998; Stenderup in sod., 2001). V človeškem krvotvornem sistemu je 
staranje povezano z zmanjšano količino kostnega mozga, zmanjšano prilagoditvijo 
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imunskega sistema in povečano možnostjo za anemije in druge hematološke motnje 
(Ogawa in sod., 2000, Sudo in sod., 2000; Guralnik in sod., 2004). 
Raziskave na ljudeh dajejo različne protislovne informacije o starostnih spremembah 
KMC. Raziskava Chatta in sod. (1993) je pokazala, da je delež KMC enak tako pri mladih 
kot starejših darovalcih, Rego in sod. (1998) so pokazali zmanjšano število KMC, med tem 
ko spet drugi niso našli nobenih sprememb povezanih s starostjo darovalcev (Rossi in sod. 
2003). V nekaterih razsikavah je moč zaslediti tudi, da so starejše KMC na splošno 
funkcionalno slabše kot mlade KMC (Woolthuis in sod., 2014). 
2.3  CELIČNI OZNAČEVALEC CD271 
Celični označevalec CD271, s katerim označujemo nevralni rastni dejavnik nizke afinitete 
(LNGFR, angl. Low Affinity Nerve Growth Factor Receptor) oziroma p75 nevtropinski 
receptor (NTR, angl. Neurotophin Receptor), spada v družino nevtropinskih receptorjev 
nizke afinitete in tumor nekroznih receptorjev. V začetnih raziskavah je bilo opisano, da se 
izraža samo na celicah centralnega in perifernega živčevja (Thomson in sod., 1988). Gen 
za omenjeni rastni dejavnik se nahaja na humani kromosomski regiji 17q12-17q22 
(Huebner in sod., 1986). Kasneje so odkrili, da je izražen tudi na mezenhimskih matičnih 
celicah (Caneva in sod., 1995), folikularnih dendritičnih celicah (Pezzati in sod., 1992), 
astrocitih (Rudge in sod., 1994), mezenhimskih celicah, ki sodelujejo v mezenhimskih-
epitelijskih interakcijah (Huber in Chao, 1995), avtonomnih in senzoričnih nevronih 
(Kashiba in sod., 1995), Schwanovih celicah (DiStefano in Johnshon, 1988; Vroemen in 
Weidner, 2003) in matičnih celicah nevronskega grebena (Chalazonitis in sod., 1998). 
CD271 ima nasprotujoče si delovanje. Lahko deluje kot spodbujevalec preživetja celic ali 
inducira celično smrt (Rogers in sod., 2008). V odsotnosti tirozin kinaze CD271 inducira 
apoptozo in celično smrt. Ti procesi še niso popolnoma pojasnjeni, predvidevajo pa, da gre 
za aktiviranje c-jun N terminalne kaspaze in nadaljnjih dogodkov, kot so sprostitev 
citokroma c in aktivacija kaspaz 9, 6 in 3 (Lu in sod., 2005). Rezultat aktivacije CD271 je 
odvisen od vrste liganda in sposobnosti povezovanja in koordinacije s koreceptorji, s čimer 
olajša aktivacijo specifičnih signalnih poti (Rogers in sod., 2008). 
2.3.1  Lokalizacija CD271+ celic v kostnem mozgu, njihova morfologija in odnos do 
drugih celic 
CD271+ celice se pri zarodku v kostnem mozgu pojavijo še predno se začnejo tvoriti 
krotvorne celice. Izvirajo iz zunanje adventacijske plasti žil in se širijo v votlino kostnega 
mozga (Cattoretti in sod., 1993). Avtorji opisujejo, da imajo LNGFR pozitivne celice 
ovalno jedro, s skromno količino citoplazme in dolgimi dendriti, ki so v tesnem stiku s 
krvotvornimi celicami in predstavljajo temelje za krvotvorni mozeg. LNGFR+ celice so 
pozitivne za alkalno fosfatazo, retikulin, kolagen, vimentin, TE-7 in CD13 in hkrati 
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negativne za endotelijske označevalce  vWF, CD34, Pal-E, nevronska označevalca CD56 
in nevrofilament in levkocitna označevalca CD45 in CD68 (Cattoretti in sod., 1993). 
Z uporabo imuno-elektronskega mikroskopa so Caneva in sod. (1995) opisali NGFR+ 
celice humanega kostnega mozga, ki se pojavljajo v zvezdasti obliki, z dolgimi in 
zapletenimi dendritičnimi izrastki, ki so med seboj prepleteni in tvorijo kompleksen sistem 
s prazninami, na katere so razporejene krvotvorne celice. Druge NGFR+ celice so imele 
podolgovata vretena. NGFR + dendrite so opazili v medseboj tesnem stiku in v stiku z 
različnimi krvotvornimi celicami, čeprav nikoli niso opazili popolonoma trdnega stika. 
Prav tako so NGFR+ dendrite opazili v okolici zrelih plazemskih celic v tesnem stiku z 
adipociti in okoliškimi sinusoidami kostnega mozga. 
Na podlagi teh ugotovitev lahko dobimo nekaj namigov o funkcijah stromalnih celic 
kostnega mozga, za katere je znano, da se vključujejo v zajemanje in recirkulacijo 
krvotvornih celic. Poleg tega lahko prisotnost in porazdelitev NGFR v stromah kostnega 
mozga podpira nedavne dokaze o sodelovanju stimulacijskih učinkov NGF v začetku 
hematopoeze. 
2.3.2  Antigen CD271 kot označevalec za izolacijo mezenhimskih matičnih celic iz 
kostnega mozga 
Do sedaj je bil CD271 opisan kot eden najbolj specifičnih označevalcev za humane 
mezenhimske matične celice, izolirane iz kostnega mozga (Buhring in sod., 2007). V 
začetku zadnjega desetletja so Quirici in sod. (2002) objavili, da je protitelo anti-CD271 
specifično za multipotentne celice kostnega mozga in predlagali uporabo tega označevalca 
kot možnost za ločevanje MMC iz vzorcev kostnega mozga. Istega leta so Jones in sod. 
(2002) izvedli raziskavo, kjer so za celično ločevanje uporabili magnetne kroglice s 
konjugiranimi protitelesi. Ugotovili so, da je D7-FIB pozitivna frakcija vsebovala vse 
CFU-F aktivne celice in edinstveno populacijo CD45low in LNGFR pozitivnih celic. Te 
celice so bile sposobne pritrditve, delitve in diferenciacije v več tipov celic. Ista 
raziskovalna skupina je štiri leta kasneje predlagala, da je potrebno najti način za štetje 
MMC, ki temelji na uporabi površinskih označevalcev. Objavljeni rezultati kažejo, da je 
pretočna citometrija zelo hitra metoda za štetje MMC, zato so jo predlagali za in vitro 
selekcijo celic s fenotipom CD45 low/LNGFR+/D7FIB + (Jones in sod., 2006). Kasneje 
sta v primerjalni študiji Jones in McGonagle (2008) potrdila, da je antigen CD271 še vedno 
eden najbolj selektivnih označevalcev za ločevanje MMC od celic kostnega mozga.  
Kasneje je bila objavljena nova študija, v kateri so pokazali, da so CFU-F aktivnosti 
sposobne samo CD271 pozitivne celice, ne pa tudi CD271 negativne celice (Kuçi in sod., 
2010). Tudi Flores-Torales in sod. (2010) so za izolacijo MMC predlagali uporabo 
enotnega označevalca CD271. Raziskovalci so mnenja, da uporaba tega označevalca 
zmanjša stroške in zagotavlja hiter in enostaven način pridobivanja MMC, vendar pa je 
problem, ker CD271+ celice hkrati izražajo tudi CD34, kar označevalec CD271 izloči kot 
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edinstveni označevalec za izolacijo MMC. Je pa študija potrdila uporabnost CD271 v 
kombinaciji z drugimi označevalci, kot je na primer CD45. 
Mabuchi in sod. (2013) so izvedli celovit pregled domnevnih površinskih označevalcev, da 
bi izbrali najbolj uporabnega za ugotavljanje čiste populacije MMC iz človeškega kostnega 
mozga. Prišli so do zaključka, da so za najbolj selektivno izolacijo genetsko stabilnih 
MMC najbolj primerni označevalci v kombinaciji CD271+ CD90 + CD106 +, na podlagi 
česar se lahko kot ustreznega šteje tudi označevalec CD271. 
2.4  PRETOČNA CITOMETRIJA 
Pretočna citometrija (angl. Flow Cytometry) je tehnika, s katero analiziramo celice v 
suspenziji, ki v curku potujejo mimo usmerjenega toka svetlobe, ki je najpogosteje 
argonski laserski žarek. Ko laserski žarek zadane celico, se ta na njej lomi, odbija ali 
absorbira v fluorokromih, ki jih je predhodno potrebno vezati na celice, le-ti pa nato 
oddajajo svetlobo daljše valovne dolžine (Kotnik in sod, 2001). Analiza celic temelji na 
njihovi velikosti, zrnatosti in tem, ali celica nosi fluorescentne molekule v obliki protitelesa 
ali barvila (Hulett in sod., 1969). 
Prednost tehnike je v sposobnosti analize velikega števila celic v zelo kratkem času (več 
sto celic v eni sekundi). Izbrane celične populacije lahko s celičnim sorterjem tudi fizično 
ločimo za nadaljnje študije (Ormerod, 2008). 
Pretočni citometer je sestavljen iz treh glavnih sistemov (Slika 4): pretočnega sistema z 
nosilno tekočino, optičnega sistema, ki je sestavljen iz laserja za osvetljevanje delcev, in 
optičnih filtrov za usmerjanje svetlobnih signalov do ustreznih detektorjev ter 
elektronskega sistema, ki svetlobne signale pretvarja v elektronske signale, ki gredo v 
nadaljnjo računalniško obdelavo (Ormerod, 2008). 
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Slika 4: Shematski prikaz pretočnega citometra (Rahman, 2006) 
Ko žarek zadane celico, pride do sipanja svetlobe. Obseg sipane svetlobe je odvisen od 
velikosti in zrnatosti celice, ki je posledica lastnosti in količine membranskih struktur 
celice (Introduction ..., 2000). Sipano svetlobo merita dva različna fotodetektorja. Prvi 
fotodetektor FSC (angl. Forward scatter) je postavljen v smeri svetlobnega vira in meri 
jakost prepuščene svetlobe, ki je obratnosorazmerna velikosti celic. Večje celice prepustijo 
manj svetlobe, na grafu pa zabeležimo močnejši signal. Drugi fotodetektor SSC (angl. Side 
scatter) pa je postavljen pravokotno glede na sipano svetlobo in meri sipano svetlobo, ki je 
odvisna od zrnatosti celice. Več svetlobe sipajo celice, ki so bolj zrnate, zato je tudi 
zabeležen signal močenjši (Ihan, 1999; Ormerod, 2008). Merjenje sipanja svetlobe je 
prikazno na Sliki 5. 
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Slika 5: Merjenje sipanja svetlobe glede na lastnosti celic (A) in določanje subpopulacije celic v lizirani 
krvi na podlagi FSC in SSC detektorjev (B) (Introduction to Flow Cytometry: A learning guide, 2002) 
 
Poleg FSC in SSC pretočni citometer vključuje tudi fluorescenčne fotodetektorje. Ti merijo  
svetlobo večjih valovnih dolžin od vzbujevalne svetlobe. Na vzorec je s pomočjo 
specifičnih protiteles naprej potrebno vezati fluorokrome, nato pa se jih obseva z 
vzbujevalno svetlobo. Na splošno se v pretočni citometriji uporabljata dva razreda 
fluorokromov: takšni, ki se nekovalentno vežejo na strukture znotraj celice, in tisti, ki so 
kovalentno vezani na ostale sonde (Ormerod, 2008).  
Sipana svetloba in oddan fluorescenčni signal se preko zrcal in optičnih filtrov preusmerita 
na fotopomnoževalnik. Fotodetektor pretvori svetlobne signale v elektronske, ki se 
pretvorijo v impulz napetosti za risanje na grafični lestvici. Rezultate prikažemo v obliki 
točkovnih grafov in/ali histogramov (Ormerod, 2008). 
2.5  FIBROBLASTI, KI TVORIJO KOLONIJE  
Kostni mozeg obsega vrsto celic, ki so v in vitro pogojih sposobne tvoriti fibroblastne 
kolonije. To so adherentne celice, kjer iz ene same predhodne celice zraste posamezna 
kolonija (Castro-Malaspina in sod., 1984). Fibroblasti, ki tvorijo kolonije, se pritrdijo že po 
30 min inkubacije, njihova sposobnost pritrjevanja pa je odvisna od števila celic na enoto 
površine (Castro-Malaspina in sod., 1980). CFU-F se uporablja kot najpogostejši in vitro 
funkcionalni preizkus, s katerim določamo število funkcionalnih matičnih celic. Slaba stran 
testa je čas, potreben za pridobitev rezultatov. Izvedba testa navadno traja od 7 do 14 dni, 
zato je neprimeren v primerih, ki zahtevajo hitre odločitve (Page in sod., 2011). 
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3  MATERIALI IN METODE 
3.1  MATERIALI 
Uporabljeni materiali in proizvajalci so navedeni pri opisu posameznih metod.  
3.2   METODE 
3.2.1  Pridobivanje vzorcev kostnega mozga 
Vzorce kostnega mozga smo pridobili na Ortopedski kliniki Univerzitetnega kliničnega 
centra v Ljubljani. Študijo je odobrila Komisija za medicinsko etiko (KME), Ministrstvo za 
zdravje, Slovenija, pod številko 0120-14/2016-2. Kostni mozeg smo pridobili od 15 oseb, 8 
žensk in 7 moških. Vzorci so bili odvzeti pacientom, ki so se strinjali z darovanjem vzorca 
v raziskovalne namene. To so potrdili s podpisom pristanka »Izjava o poučenosti in pisna 
privolitev v postopek« (priloga A).  Za potrebe ortopedske kirurgije je punkcijo iz 
sprednjega črevničnega grebena opravil odgovorni/a zdravnik/ca. Uporabljenje so bile 
različne tehnike punkcije. V 1. skupini (n=7) je bila uporabljena 50 ml brizga, napolnjena s 
4,5 ml antikoagulatno citratno dekstrozo, raztopino A (ACD-A, angl. Anticoagulant 
Citrate Dextrose Solution, Solution A) (Fresenius Kabi, Nemčija) v skupnem obsegu 
približno 30 ml (povprečno 30.0 ml, obseg 24,5–34,5 ml, SD = 3,4 ml). V 2. skupini (n = 
8) je bil kostni mozeg odvzet iz treh različnih mest z uporabo 10 ml brizg, napolnjenih z 
1,5 ml ACD-A. Ponovno je bil KM odvzet do skupnega volumna približno 30 ml (srednja 
vrednost 31,4 ml, razpon 28,0–34,0 ml, SD = 2,3 ml), okoli 10 ml iz vsakega območja 
odvzema. V obeh skupinah so bile uporabljene G13 Jamshidi igle (HS Hospital Service), 
prevlečene s fragminom (Pfizer, ZDA). Za analizo smo uporabili majhen delež zbranih 
vzorcev, preostali del je bil uporabljen za potrebe operacije. 
3.2.2  Pridobivanje vzorcev periferne krvi 
Levkocitne pripravke krvi smo pridobili iz krvi dajalcev, ki so bili predhodno stimulirani z 
zdravilom G-CSF. Študijo je odobrila Komisija za medicinsko etiko (KME), Ministrstvo 
za zdravje, Slovenija, pod številko 121/01/14. Vzorci so bili odvzeti pacientom, ki so se 
strinjali z darovanjem vzorca v raziskovalne namene. To so potrdili s podpisom pristanka 
»Izjava o poučenosti in pisna privolitev v postopek«. Z uporabo levkocitafereze, 
postopkom zbiranja krvnih celic s pomočjo celičnega ločevalnika, ki odvzame polno kri ter 
izloči želene krvne celice, ostale sestavine pa postopno vrača v krvni obtok, smo zbrali 
levkocitni koncentrat.  
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3.2.3  Pridobivanje vzorcev maščobnega tkiva 
Vzorce maščobnega tkiva smo pridobili na Kirurški kliniki, na oddeleku za plastično, 
rekonstrukcijsko, estetsko kirurgijo in opekline. Študijo je odobrila Komisija za 
medicinsko etiko (KME), Ministrstvo za zdravje, Slovenija, pod številko 21/09/07. 
Plastični kirurg s kanilo prepoji podkožno tkivo s fiziološko raztopino, ki vsebuje anestetik 
in epinefrin. S sesanjem odstrani tekočino in kose tkiva. Lipoaspirat smo najprej 
centrifugirali, da smo odstranili krvne celice. Nato smo dodali kolagenazo in po razgradnji 
vzorec centrifugirali, da smo dobili ločeno plast zrelih adipocitov in SVF. SVF smo sprali 
z Ringerjevo raztopino in centrifugirali. Postopek spiranja smo še enkrat ponovili in na 
koncu sediment s celicami resuspendirali v 10 ml Ringerjeve raztopine. Celično suspenzijo 
smo prefiltrirali skozi 120 µm filter. Manjši vzorec celične suspenzije smo prenesli v novo 
centrifugirko in centrifugirali 10 min. Sediment celic smo inkubirali 2–5 min v NH4Cl za 
lizo rdečih krvničk in ponovno centrifugirali 10 min (Francis in sod., 2010). V 
pridobljenem sedimentu smo nato določili koncentracijo KMC in MMC z uporabo 
pretočnega citometra. 
3.2.4  Določanje koncentracije celic s hematološkim analizatorjem 
Koncentracijo belih krvničk (BK, angl. White blood cells) smo določili s hematološkim 
analizatorjem Coulter® Ac · T NS2 ™ (Beckman Coulter, ZDA). V primeru, da je bilo 
število levkocitov večje od 50 x 10
3 
celic/µl, smo vzorec redčili s PBS (brez kalcija in 
magnezija), pripravljenim z 0,5 % BSA. Redčitveni faktor smo upoštevali pri končnem 
izračunu matičnih celic. 
3.2.5  Določanje koncentracije celic s pretočnim citometrom 
3.2.5.1  Krvotvorne matične celice 
V vzorcih kostnega mozga (n=15) in vzorcih levkocitnih pripravkov iz stimulirane 
periferne krvi (n=15) in vzorcih maščobnega tkiva (n=3) smo določili koncentracijo KMC 
s pomočjo standardiziranega tri-barvnega postopka ISHAGE z dodatkom barvila za 
preverjanje viabilnosti celic 7-aminoaktinomicin D (7-AAD).  V epruvetah, ki vsebujejo 
BD Trucount kroglice za štetje, smo zmešali 50 µl vzorca, 10 µl anti-CD34 (PE), 10 µl 
anti-CD45 (FITC) protitelesi in 5 µl 7-AAD. Vsi reagenti so bili kupljeni pri Becton 
Dickinson (BD, ZDA). Epruvete smo nežno premešali in inkubirali 20 minut v temi na 
sobni temperaturi.  Po inkubaciji smo dodali 500 µl 1x raztopine za lizo eritrocitov (BD 
Pharm Lyse, ZDA). Vsebino epruvete smo nežno premešali in ponovno inkubirali 10 min 
v temi na sobni temperaturi. Celice smo takoj analizirali s pretočnim citometrom 
FACSCalibur TM (Becton Dickinson, ZDA) in Cell Quest Pro (Becton Dickinson, ZDA) 
programsko opremo. KMC smo določili kot CD45dim/CD34
+ 
celice (Slika 7). 
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Slika 6: Primer analize populacije CD34+ celic na pretočnem citometru. Graf 1 prikazuje CD45+ celice 
v področju R1 in limfocite v področju R7. V naslednjem koraku iz CD45+ celic izločimo CD34+ celice (graf 
2, področje R2). Nato izmed celic s šibkim izražanjem CD45 izberemo CD34+ celice, ki imajo nizko SSC 
(graf 3, področje R3). Na grafu 4 so prikazane celice CD34+ z uporabo SSC in FSC na področju limfocitov 
in nedozorelih celic (področje R4). Na grafu 5 je določena spodnja meja  vrednosti CD45+ glede na celice 
CD34+, s čimer izločimo celice CD34- in CD45-. Graf 5 prikazuje tudi močno flourescentne krogice za 
štetje, ki so zbrane v področju R5. Graf 6 prikazuje limfocite. 
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3.2.5.2  Mezenhimske matične celice 
V vzorcih kostnega mozga (n = 15), vzorcih levkocitnih pripravkov iz stimulirane 
periferne krvi (n=15) in vzorcih maščobnega tkiva (n=3) smo določili koncentracijo MMC 
s pomočjo fluorescentnih kroglic za štetje. 100 µl vzorca celic smo obarvali z 10 µl anti-
CD271 (PE), 10 µl anti-CD45 (FITC) in 10 µl 7-AAD v BD Trucount epruvetah. Vsi 
reagenti so bili kupljeni pri BD. Po 20 minutni inkubaciji pri sobni temperaturi v temi smo 
mešanici dodali 300 µl pufra za lizo rdečih krvnih celic (BD Pharm Lyse, ZDA) in 10 min 
inkubirali v temi pri sobni temperaturi. Takoj po koncu lize smo vzorce dobro premešali in 
analizirali s FACSCalibur in Cell Quest Pro programsko opremo. MMC smo določili kot 
CD45-/CD271+ celice (Slika 8). 
 
 
Slika 7: Primer analize populacije CD271+ celic na pretočnem citometru. Področje R3 prikazuje 
populacijo CD45-/CD271+. Graf 2 prikazuje močno flourescentne krogice za štetje, ki so zbrane v področju 
R2. 
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3.2.6  Test fibroblastov, ki tvorijo kolonijo (CFU-F) 
Preglednica 1: Tekoče gojišče DMEM 
Sestava osnovnega medija DMEM /Ham's F12 
(1:1, Gibco, ZDA) 
D-glukoza (4,5 g/l) 
Natrijev piruvat (0,11 g/L) 
Dodane neesencialne aminokisline, vitamini in 
pH indikator 
Priprava Osnovnemu gojišču dodamo 10 % FBS (Gibco, 
ZDA), 1 ng/ml bFGF (Peprotech, ZDA), 
gentamicin, penicilin, streptamicin (Gibco, 
ZDA) in 1 IU/mL heparina (B. Braun, Nemčija) 
 
V Preglednici 1 je opisana sestava tekočega gojišča DMEM/Ham's F12, ki smo ga dodali v 
kulturno ploščico s 6 vdolbinami. S hematološkim analizatorjem Coulter® Ac · T NS2 ™ 
(Beckman Coulter) smo v vzorcih prešteli število BK in na podlagi njihovega števila 





 ali 5 x 10
5
 celic/vdolbinico.  
Plošče smo inkubirali pri standardnih pogojih za celične kulture, in sicer pri 37°C in 5 % 
CO2 dva dni, da se celice pritrdijo na dno. Po tem času smo na vsake 2 do 4 dni dva tedna 
menjali tekoče gojišče, ki ni imelo dodanega heparina.  
Po 14 dneh smo vzorce fiksirali s 4 % formaldehidom in obarvali z 0,05 % kristal 
vijoličnim barvilom (Sigma, ZDA). Kolonije, ki vsebujejo ≥ 50 fibroblastic celice, smo 
ročno prešteli pod stereomikroskopom. Koncentracijo CFU-F/mL kostnega mozga smo 
izračunali z enačbo (4). 
3.2.7  Statistika 
Uporabljali smo osnovne parametrične metode statistične obdelave podatkov z uporabo 
programa  Microsoft Office Excel 2010. Podatki so izraženi kot povprečje, standardna 
napaka (SE), minimum, maksimalno število, p-vrednost in determinacijski koeficient (R
2
). 
Za karakterizacijo MMC smo uporabili Studentov t.test, s katerim smo določili, ali je 
razlika med vzorci statistično značilna. 
Število celic/µl v vzorcu kostnega mozga smo izračunali iz podatkov pretočne citometrije s 
formulo (1).  
Glede na izračunano število celic/µl smo z uporabo podatkov o številu BK izračunali 
odstotek KMC (formula 2) in MMC (formula 3). 
Število CFU-F/mL smo izračunali iz podatkov BK in števila CFU-F/10
6
 BK s formulo (4). 
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št. preštetih CD34+ (ali CD271+) celic * št. fluor. kroglic v vzorcu 
------------------------------------------------------------------------------ = število celic / µl 
število izmerjenih kroglic * volumen vzorca                                 ... (1) 
 
koncentracija CD34+ celic/µL * 0,1 
--------------------------------------------- = % CD34+ celic 
št. BK [*10
6
 c/mL]               ... (2) 
 
koncentracija CD271+ celic/µL * 0,1 
---------------------------------------------- = % CD271+ celic 
št. BK [*10
6




 c/mL] * Št. CFU/10
6
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4  REZULTATI 
Na začetku raziskovalnega dela smo vpeljali postopek za določanje MMC v bioloških 
vzorcih, pri katerem smo uporabili dve vrsti protiteles (anti-CD271 in anti-CD45) in 
fluorescentne kroglice za štetje. Po postavljenem postopku smo z uporabo pretočnega 
citometra analizirali biološke vzorce. Pridobljeni rezultati v Preglednici 2, Preglednici 3 in 
Preglednici 4 ter na Slikah 6 in 7 kažejo, da je postavljeni postopek primeren za analizo 
MMC. 
Tekom raziskovanja smo pridobili 15 različnih vzorcev kostnega mozga, 15 različnih 
vzorcev stimulirane periferne krvi in 3 vzorce maščobnega tkiva. V vzorcih kostnega 
mozga smo s pomočjo pretočnega citometra določili koncentracijo in odstotek KMC in 
MMC, v vzorcih maščobnega tkiva pa smo določili samo koncentracijo MMC. 
V Preglednici 2 so predstavljene glavne značilnosti vzorcev kostnega mozga, rezultati po 
analizi s pretočno citometrijo in rezultati CFU testa. Predstavljena je srednja vrednost s 
standardno napako. Analizirali smo 15 vzorcev (8 žensk in 7 moških), katerih povprečna 
starost je 36,5 let v razponu od 14 do 59 let. Povprečna koncentracija BK je 22,8*10
6 





Preglednica 2: Glavne značilnosti vzorcev kostnega mozga po analizi s pretočnim citometrom. BK – 
koncentracija belih krvničk, CFU-F – fibroblasti, ki tvorijo kolonijo, KMC – krvotvorne matične 
celice, MMC – mezenhimske matične celice 
Število vzorcev  n=15   
Povprečna starost darovalca 36,5 (14–59let)   
Koncentracija BK 23,2 ± 8,6*10^3 celic/µL 
Koncentracija CFU-F 1,4 ± 1,2 CFU-F/µL  
Celična populacija kostnega mozga  celic/µl                     % celic/BK 
CD45dim/CD34+ celice (KMC)  130,8 ±  79.8            0,53 ± 0,23 
CD45-/CD271+ celice (MMC) 9,2 ± 3,5      0,045 ± 0,016 
 
Povprečna pridobljena koncentracija krvotvornih matičnih celic (KMC), opredeljenih kot 
CD45dim/CD34+ celice, je 130,8 celic/µl kostnega mozga, v razponu od 11,6 do 317,4 
celic/µl, oziroma 0,53 %, če jih izrazimo kot odstotek CD45dim/CD34+ celic/BK, v 
razponu od 0,05 % do 0,89 %. 
MMC smo opredelili kot CD45-/CD271+ celice in jih prešteli. Povprečna vrednost je 9,1 
celic/µl kostnega mozga, in sicer v razponu od 4,4 do 16,4 celic/µl. Če jih izrazimo kot 
MMC/BK, je njihova povprečna koncentracija 0,045 %, v razponu od 0,022 % do 0,094 %. 
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Preglednica 3: Glavne značilnosti vzorcev stimulirane periferne krvi po analizi s pretočnim 
citometrom, BK – koncentracija belih krvničk, KMC – krvotvorne matične celice, MMC – 
mezenhimske matične celice 
Število vzorcev  n=15   
Povprečna starost darovalca 57,5 (42–72 let)   
Koncentracija BK 227 ± 40,7*10
6 
celic/ml   
Celična populacija periferne krvi  celic/µl                     % celic/BK 
CD45dim/CD34+ celice (KMC) 1195,0 ±  580,5            0,50 ± 0,2 
CD45-/CD271+ celice (MMC) 15,4 ± 16,7    0,0064 ± 0,0066 
 
Glavne značilnosti vzorcev periferne krvi po analizi s pretočno citometrijo so predstavljene 
v Preglednici 3. Predstavljena je srednja vrednost s standardno napako. Analizirali smo 15 
vzorcev (11 moških in 4 ženske) s povprečjo starostjo 57,5 let, v razponu od 42 do 72 let. 
Povprečna koncentracija BK je 227*10
6 






Povprečna pridobljena koncentracija KMC, opredeljenih kot CD45dim/CD34+ celice, je 
1195,0 celic/µl stimulirane periferne krvi, v razponu od 352,1 do 3096,1 celic/µl, oziroma 
0,50 %, če jih izrazimo kot odstotek CD45dim / CD34 + celic /BK, v razponu od 0,19 % 
do 0,98 %. MMC, ki so opredeljeni kot CD45-/CD271+ smo prešteli in dobili povprečno 
vrednost 15,37 celic/µl stimulirane periferne krvi, in sicer v razponu od 0,37 do 62,10 
celic/µl. Če jih izrazimo kot odstotek CD45-/CD271+ celic/BK, je njihova povprečna 
koncentracija 0,0064 %, v razponu od 0,0002 % do 0,0280 %. 
Preglednica 4: Glavne značilnosti vzorcev maščobnega tkiva krvi po analizi s pretočnim citometrom, 
BK – koncentracija belih krvničk, MMC – mezenhimske matične celice 
Število vzorcev maščobnega tkiva n= 3   
Povprečna starost darovalca 58,3 (51–64 let)   




Celična populacija periferne krvi (n=3)  celic/µl                     % celic/BK 
CD45-/CD271+ celice (MMC) 133,9  ± 30,8       0,16 ± 0,02 
 
Glavne značilnosti vzorcev maščobnega tkiva po analizi s pretočno citometrijo so 
predstavljene v Preglednici 4. Predstavljena je srednja vrednost s standardno napako. 
Analizirali smo 3 vzorce (vse darovalke so bile ženskega spola) s povprečno starostjo 58,3 
let, v razponu od 51 do 64 let. Povprečna koncentracija BK je 79,9*10
6 






Povprečna pridobljena koncentracija MMC, opredeljenih kot CD45-/CD271+ celice, je 
133,9 celic/µl maščobnega tkiva, in sicer v razponu od 87,8 do 179,4 celic/µl. Če jih 
izrazimo kot odstotek CD45-/CD271+ celic/BK, je njihova povprečna koncentracija 0,16 
%, v razponu od 0,14 % do 0,19 %. 
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4.1  PRIMERJAVA KONCENTRACIJE KRVOTVORNIH MATIČNIH CELIC IN 
MEZENHIMSKIH MATIČNIH CELIC V RAZLIČNIH BIOLOŠKIH VZORCIH 
V Preglednici 5 so za primerjavo zbrane povprečne koncentracije in odstotki KMC in 
MMC iz kostnega mozga, periferne krvi in maščobnega tkiva.  
Preglednica 5: Primerjava koncentracije KMC in MMC v različnih bioloških vzorcih 
Vzorec Kostni mozeg Periferna kri Maščobno tkivo 
Povprečna koncentracija 
KMC [celic/µl] 
130,8 1195,0 / 
Povprečni odstotek KMC 
[%] 




9,2 15,37 133,9 
Povprečni odstotek MMC 
[%] 
0,045 0,0063 0,16 
 
Iz Preglednice 5 je razvidno, da smo največji in odstotek MMC glede na število BK 
določili v vzorcih maščobnega tkiva, desetkrat manj v kostnem mozgu, stokrat manj kot v 
maščobnem tkivu pa v periferni krvi. 
4.2  VPLIV STAROSTI DAROVALCEV NA ŠTEVILO MMC IN KMC 
Preverili smo, ali starost darovalcev vpliva na koncentracijo KMC in MMC. Statistično 
značilne rezultate smo dobili pri vzorcih kostnega mozga dobili za koncentracijo KMC 
(Slika 8) in odstotek KMC (Slika 9), kjer vidimo, da koncentracija oziroma odstotek celic s 
starostjo darovalca padata. 
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Slika 8: Koncentracija CD34+ KMC v odvisnosti od starosti darovalca kostnega mozga 
 
 
Slika 9: Odstotek CD34+ KMC celic v odvisnosti od starosti darovalca kostnega mozga 
 
Za razliko od KMC smo pri koncentraciji in odstotku MMC dobili statistično neznačilne 
rezultate, iz katerih ne moremo trditi, da koncentracija (Slika 10) oz. odstotek celic (Slika 
11) s starostjo darovalca kostnega mozga narašča ali pada. 
 
y = -6,9234x + 380 































y = -0,0197x + 1,2379 






















Klemen T. Vpeljava postopka za določanje koncentracije mezenhimskih matičnih celic v bioloških vzorcih. 




Slika 10: Koncentracija CD271+ MMC v odvisnosti od starosti darovalca kostnega mozga 
 
 
Slika 11: Odstotek CD271+ MMC celic v odvisnosti od starosti darovalca kostnega mozga 
 
Primerjali smo tudi, kako starost vpliva na koncentracijo CFU-F/µL (Slika 12). Vidimo, da 
CFU-F s starostjo darovalcev pada (R
2
=0,3). 
y = -0,1067x + 13,181 

































y = 0,0005x + 0,0275 
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Slika 12: Koncentracija CFU-F v odvisnosti od starosti darovalca kostnega mozga 
 
V vzorcih periferne krvi smo statistično značilne rezultate dobili pri koncentraciji (Slika 
13) in odstotku KMC (Slika 14). 
 
Slika 13: Koncentracija CD34+ KMC v odvisnosti od starosti darovalcev periferne krvi 
 
y = -0,0862x + 4,5835 








































y = -49,791x + 4001,3 



































Klemen T. Vpeljava postopka za določanje koncentracije mezenhimskih matičnih celic v bioloških vzorcih. 




Slika 14: Odstotek CD34+ KMC v odvisnosti od starosti darovalca periferne krvi 
 
Pri analizi MMC, izoliranih iz periferne krvi, pa smo dobili statistično neznačilne podatke 
tako za koncentracijo kot odstotek celic, zato ne moremo trditi, da koncentracija (Slika 15) 
ali odstotek (Slika 16) s starostjo darovalca padata. 
 
 
Slika 15: Koncentracija CD271+ MMC v odvisnosti od starosti darovalca periferne krvi 
y = -0,0001x + 0,0125 

























y = 0,453x - 10,877 
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Slika 16: Odstotek CD271+ MMC v odvisnosti od starosti darovalca periferne krvi 
 
  
y = 0,0002x - 0,0025 
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4.3  PRIMERJAVA KONCENTRACIJE KMC IN MMC V POSAMEZNEM 
VZORCU 
Preveriti smo želeli, ali lahko v posameznem vzorcu darovalca kostnega mozga (Slika 17) 
in periferne krvi (Slika 18) iz koncentracije krvotovornih matičnih celic sklepamo, kakšna 
bo koncentracija in odstotek mezenhimskih matičnih celic. Stopnja značilnosti je v obeh 
primerih manjša od 0,05, zato lahko lahko trdimo, da sta spremenljivki med seboj 
povezani. 
 
Slika 17: Primerjava koncentracije KMC in MMC v posamičnem vzorcu kostnega mozga. A: 
koncentracija KMC in B: odstotek MMC v posameznem vzozcu. p < 0,05 (p= 0,0004). 
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Slika 18: Primerjava koncentracije in odstotka MMC in KMC v posamičnem vzorcu periferne krvi. A: 
koncentracija KMC in B: koncentracija MMC v posameznem vzorcu. p < 0,05 (p= 0,0002). 
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4.4  ODVISNOST KONCENTRACIJE MEZENHIMSKIH MATIČNIH CELIC IN 
CFU-F 
Vzorce kostnega mozga smo nanesli na gojitvene plošče in po 14 dneh prešteli število 
kolonij. Povprečna izračunana koncentracija CFU-F/µL kostnega mozga je bila 1,4/µl v 
razponu od 0,06/µL do 5,81/µL. Na sliki je prikazano, da koncentracija CFU-F tako z 
naraščajočo koncentracijo KMC (Slika 19) kot tudi koncentracijo MMC (Slika 20) narašča. 
 
Slika 19: Koncentracija MMC v vzocih kostnega mozga v primerjavi s koncentracijo CFU-F. R2 = 
0,5241. 





































koncentracija CFU-F [CFU-F/µL kostnega mozga] 
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koncentracija CFU-F [CFU-F/µL kostnega mozga] 
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5  RAZPRAVA  
V magistrski nalogi smo uvedli laboratorijski postopek za določanje koncentracije MMC s 
pretočnim citometrom. Ugotovili smo, da je postopek uporaben za analizo različnih 
bioloških vzorcev. V nalogi smo testirali kostni mozeg, periferno kri in maščobno tkivo. Za 
identifikacijo MMC smo izbrali označevalca celične pripadnosti CD271 in CD45. Poleg 
MMC smo v različnih sveže odvzetih bioloških vzorcih določali tudi KMC, za katere smo 
uporabili standardiziran postopek. Določili smo, kako starost darovalcev vpliva na 
koncentracijo celic, in preverjali, ali lahko iz koncentracije KMC sklepamo, kakšna bo 
koncentracija MMC. Sočasno smo vzorce kostnega mozga nacepili na gojišča, prešteli 
CFU-F in primerljali korelacijo med izmerjeno koncentracijo MMC in preštetimi CFU-F. 
MMC so heterogena populacija celic, ki na svoji površini izražajo različne antigene, na 
katere vpliva njihovo mikrookolje. Večina avtorjev, med drugim tudi Dominici in sod. 
(2006), za identifikacijo MMC navaja različne celične označevalce, kot so CD70+, 
CD90+, CD105+, CD34- in CD45-. V novejših raziskavah pa zasledimo tudi  celični 
označevalec CD271 (Li in sod., 2016). Zato smo postavili postopek za določanje MMC v 
bioloških vzorcih, pri katerem smo uporabili protitelesa  anti-CD271 in anti-CD45 ter 
fluorescentne kroglice, ki omogočajo natančno določanje števila celic v vzorcu. Vzorce 
smo analizirali s pomočjo pretočnega citometra in pridobili naslednje podatke. 
Koncentracija celic v vzorcih kostnega mozga se od darovalca do darovalca razlikuje, 
srednje vrednosti s standardno napako so predstavljene v Preglednici 2. Analizirali smo 15 
vzorcev, odvzetih za namene ortopedske operacije, ki smo jih pridobili od 8 žensk in 7 
moških. Povprečna pridobljena koncentracija MMC, opredeljenih kot CD45-/CD271+, je 
bila 9.1 celic / µl kostnega mozga (v razponu od 4,4 do 16,4 celic/µl), oziroma 0,045 %, v 
razponu od 0,022 % do 0,094 %, kar je primerljivo z raziskavo Cuthberta in sod. (2012), 
kjer so dobili povprečno vrednost 0,026 % v razponu 0,001% do 0,100%. Manj primerljive 
podatke so dobili Alvarez-Viejo in sod. (2015), kjer kot povprečeno vrednost CD45-
/CD271+ celic navajajo 0,0042 %. V drugih raziskavah določajo koncentracijo MMC na 
celotni populaciji celic, tako na CD45- kot tudi CD45+ celicah, pri čemer navajajo 
povprečno vrednost 0,94 % (v razponu od 0,2 do 2,5 %) (Kuçi in sod., 2010) in povprečno 
vrednost 0,29 % (Flores-Torales in sod., 2010). Calabrese in sod. v članku iz leta 2015 
navajajo, da CD45+/CD271+ celice izvirajo iz celične linije krvotvornih celic, vendar pa 
so CD45-/CD271+ tiste, ki izvirajo iz MMC in imajo višjo stopnjo proliferacije in 
diferenciacije kot CD45+/CD271+. 
Kostni mozeg je poleg MMC tudi vir krvotvornih matičnih celic, ki se v večini primerov 
določajo po standardiziranem ISHAGE postopku, pri čemer se kot označevalca celične 
pripadnosti uporablja CD34+ in CD45-. Pri naših analizah je bila povprečna koncentracija 
KMC 130,8 celic/µl kostnega mozga, v razponu od 11,6 do 317,4 celic/µl, oziroma 0,53 %, 
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v razponu od 0,05 % do 0,89 % (Preglednica 2), kar je primerljivo z rezultati Stolarek in 
Myśliwski (2005), ki navajata vrednost med 0,5 in 5 %. 
Analiza vzorcev periferne krvi je predstavljena v Preglednici 3. Analizirali smo 15 
vzorcev, ki smo jih pridobili od 4 žensk in 11 moških. Povprečna koncentracija MMC, 
opredeljenih kot CD45-/CD271+, je bila 15,4 celic/µl periferne krvi (v razponu od 0,4 do 
62,1 celic/µl), oziroma 0,0064 %, v razponu od 0,0002 % do 0,0280 %. 
Po pričakovanjih smo v periferni krvi pridobili višjo koncentracijo KMC kot MMC. 
Povprečna koncentracija KMC je bila 1195,0 celic/µl periferne krvi, v razponu od 352,1 do 
3096,1 celic/µl. To v povprečju predstavlja 0,50 % celic/BK v razponu med 0,19 % in 0,98 
%, kar je primerljivo z raziskavo Konečnik Kresnik in sod. (2016), kjer navajajo 
povprečno vrednost 0,70 %, v razponu od 0,10 % do 2,0 %. 
Kot tretjo vrsto biološkega vzorca smo analizirali maščobno tkivo. Pridobili smo 3 vzorce, 
vse tri so darovale ženske. Statistično gledano so trije vzorci premalo za izvedbo natančne 
analize, vsekakor pa bi bilo v prihodnje smiselno narediti obširnejšo raziskavo, saj 
maščobno tkivo predstavlja bogat vir MMC, njegov odvzem pa je enostavnejši v 
primerjavi z odvzemom drugih tkiv (Zuk in sod., 2001). V vzorcih vzrocih smo analizirali 
le koncentracijo MMC, ne pa tudi KMC. Povprečna koncentracija MMC je bila 133,9 
celic/µl maščobnega tkiva, in sicer v razponu od 87,8 do 179,4 celic/µl, oziroma  0,16 %, v 
razponu od 0,14 % do 0,19 % (Preglednica 4). Glede na navedbo nekaterih avtorjev (Duran 
in sod., 2013) smo pričakovali višje deleže, in sicer nad 1 %. 
Po primerjavi rezultatov, zbranih v Preglednici 5, smo potrdili našo hipotezo, da je največ 
MMC v vzorcih mačobnega tkiva, najmanj pa v vzorcih periferne krvi. Ta podatek je 
pomemben, saj na uspešnost zdravljenja vpliva število presajenih celic, kar pa je povezano 
s stroški gojenja celic. Zato je začetna količina MMC pomembna. Predpostavljali smo, da 
je odstotek krvotvornih matičnih celic večji v vzorcih kostnega mozga, ampak smo po 
analizi dobili zelo primerljive rezultate z vzorci periferne krvi, in sicer je bilo povprečje 
celic v kostnem mozgu 0,53 % in 0,50 % v periferni krvi. Vendar so pri darovalcih 
periferne krvi z G-CSF predhodno vzpodbudili prehod matičnih celic iz kostnega mozga v 
krvni obtok, zato ta rezultat ni tako presenetljiv. 
Ker so matične celice uporabne pri zdravljenju različnih bolezni, je pomembno vprašanje, 
kako staranje vpliva na število in pravilno delovanje matičnih celic (Jones in Rando, 2011). 
Zato smo se v nalogi odločili, da bomo rezultate analiz posameznih vzorcev primerjali v 
odvisnosti od starosti darovalcev. Spremembe, povezane s starostjo, se kažejo z izgubo 
rdečega kostnega mozga, zmanjšano funkcijo imunskega sistema in zmanjšanjem števila 
BK. Spreminjanje koncentracije KMC je v literaturi zelo dobro dokumentirano, čeprav se 
nekateri podatki razlikujejo, najverjetneje zaradi uporabe različnih označevalcev v 
posameznih raziskavah (Pang in sod., 2011; Farrell in sod., 2014). Večina raziskav kaže, 
da se koncentracija KMC zmanjšuje s starostjo (Wang in sod., 2015; Schündeln in sod., 
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2014; Kuranda in sod., 2011). Tudi sami smo prišli do podobnih zaključkov. Koncentracija 
in odstotek KMC s starostjo darovalcev tako v kostnem mozgu (Slika 8 in Slika 9) kot v 
periferni krvi (Slika 13 in Slika 14) padata. Pearsonov koeficient determinacije nam v obeh 
primerih kaže na močno povezanost med spremenljivkama. Zaradi zmanjšanega števila 
KMC bi bilo s starostjo pacientov smiselno prilagoditi količino odvzetega vzorca.  
Raziskave, ki so preučevale učinke staranja na koncentracijo MMC, poročajo o 
nasprotujočih si rezultatih. Nekatere navajajo, da število MMC s starostjo pada (Baxter in 
sod., 2004; Nishida in sod., 1999; Muschler in sod., 2001), spet drugi avtorji navajajo, da 
se s staranjem darovalca število MMC ne spreminja (Justesen in sod., 2002; Oreffo in sod., 
1998; Stenderup in sod., 2001). Upoštevati pa moramo tudi uporabo različnih postopkov 
določanja koncentracije celic. 
Pri analizi naših podatkov smo dobili zelo razpršene podatke. Tako v vzorcih kostnega 
mozga (Slika 10 in Slika 11) kot tudi v vzorcih periferne krvi (Slika 15 in Slika 16) smo 
statistično gledano dobili neznantno statistično povezanost, zaradi česar ne moremo trditi, 
da se odstotek MMC s starostjo res spreminja. Pri vzorcih maščobnega tkiva podatkov o 
koncentraciji celic nismo primerjali s starostjo pacientk, saj je bil starostni razpon majhen 
(od 50 do 61 let), število vzorcev pa absolutno premajhno za statistično analizo. Tudi pri 
vzorcih periferne krvi problem predstavlja razpon v letih. Najmlajši pacient v tej skupini je 
bil v času odvzema vzorca star 42 let, za potrebe natančnejših analiz bi bilo potrebno 
pridobiti tudi vzorce mlajših darovalcev. Smiselno bi torej bilo, da se razsikava v prihodnje 
dopolni, vanjo pa vključi večjo in starostno bolj raznoliko skupino darovalcev. 
Želeli smo preveriti, ali lahko iz koncentracije oz. odstotka krvotovrnih matičnih celic 
sklepamo, kakšna bo koncentracija mezenhimskih matičnih celic. Na Sliki 17 je prikazana 
primerjava koncentracije KMC in MMC v posameznem vzorcu kostnega mozga. Stopnja 
značilnosti je manjša od 0,05 (p=0,0004), zaradi česar lahko trdimo, da sta spremenljivki 
med seboj povezani. Slika 18 prikazuje primerjavo koncentracije v vzorcih periferne krvi, 
kjer je stopnja značilnosti prav tako manjša od 0,05 (p=0,0002), zaradi česar prav tako 
lahko trdimo, da sta spremenljivki med seboj povezani. Iz tega lahko zaključimo, da bi na 
podlagi analize KMC po standardnem ISHAGE postopku lahko sklepali, kakšen bo 
odstotek MMC pri istem pacientu. 
Postopek določanja CFU-F je funkcijski test, s katerim analiziramo MC na podlagi njihove 
sposobnosti intenzivne proliferacije v določenih pogojih. Kljub temu ima postopek kar 
nekaj pomanjkljivost. Pomanjkljivost postopka je, poleg tega, da gre za dolgotrajno 
metodo, ki nam poda rezultate po približno 14 dneh, tudi ta, da metoda nima postavljenih 
standardov glede začetne gostote celic, ki jih nasadimo v gojitveno ploščo, medija za 
gojenje, postopka za spiranje celic in opredelitve kolonij (Cuthbert in sod., 2012; Wexler in 
sod., 2003; Hernigou in sod., 2005; Gronthos in sod 2008), zaradi česar je primerjava 
rezultatov med laboratoriji otežena. 
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V naši raziskavi je bila povprečna koncentracija CFU-F 1,4/µL kostnega mozga, in sicer v 
razponu 0,06–5,81/µL kostnega mozga. Rezultati so nekoliko višji od tistih, ki so jih leta 
2005 prdobili Hernigou in sod., kjer kot povprečno koncentracijo navajajo 0,612/µL, in 
rezultati Cuthbert in sod. (2012), ki navajajo 0,28/µL. 
Koncentracije MMC v kostnem mozgu so višje kot koncentracije izmerjenih CFU-F. 
Razvidno je, da v večini primerov višja kot je koncentracija MMC (Slika 19), višja je 
koncentracija CFU-F, R
2
= 0,5. Se pa ti dve populaciji ne prikrivata popolnoma, kar 
pomeni, da CFU-F ne tvorijo vse CD45-/CD271+ celice, kar je skladno z rezultati iz 
literature (Chutbert in sod., 2012). Enako primerjavo smo naredili tudi s celicami CD45-
/CD34+ (Sika 20) in dobili podobne rezultate – višja kot je koncentracija KMC celic, višja 
je koncentracija CFU-F, R
2
= 0,6. 
Primerjali smo tudi, kako starost vpliva na koncentracijo CFU-F. Ugotovili smo, da CFU-F 
s starostjo pada (Slika 12), kar je primerljivo z rezultati Stolzinga in sod. (2008). Sicer je 
Pearsonov koeficient dokaj nizek, R
2
 = 0,3, kar pomeni, da je povezanost šibka. V poskus 
bi bilo smiselno vključiti več pacientov v starostni skupini nad 40 let, saj nekateri avtorji 
navajajo, da število CFU-F upada do starosti 40 let, potem pa se upadanje ustavi 
(D'Ippolito in sod., 1999; Stolzing in sod. 2008), zato bi bilo smiselno preučiti tudi to 
hipotezo. Zanimivo je, da so analize pokazale, da je število CFU-F premosorazmerno s 
številom MMC, število CFU-F s starostjo darovalcev pada, vendar pa smo pri analizi 
samih MMC v odvisnosti od starosti dobili statistično neznačilne podatke.  
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6  SKLEP 
V okviru magistrskega dela smo prišli do naslednjih sklepov: 
 Protitelesi anti-CD45 in anti-CD271 sta primerni za identifikacijo mezenhimskih 
matičnih celic s pretočnim citometrom. Ob dodatku kroglic za štetje lahko 
določimo koncentracijo mezenhimskih matičnih celic v različnih bioloških vzorcih. 
 Največja koncentracija mezenhimskih matičnih celic je v maščobnem tkivu, sledi 
mu kostni mozeg, najmanjša koncentracija je v periferni krvi. 
 Koncentracija krvotovrnih matičnih celic v periferni krvi in v kostnem mozgu pada 
s starostjo darovalca. Podatki za koncentracijo mezenhimskih matičnih celic so 
statistično neznačilni, zato ne moremo trditi, da se koncentracija MMC s starostjo 
darovalca spreminja. 
 Iz koncentracije krvotovrnih matičnih celic bi lahko ocenili, kakšna bo 
koncentracija mezenhimskih matičnih celic. 
 Koncentracija krvotvornih matičnih celic in mezenhimskih matičnih celic v 
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7  POVZETEK 
Mezenhimske matične celice so multipotentne celice, ki so sposobne samoobnavljanja in 
diferenciacije v različne vrste celic. Poleg tega s sproščanjem citokinov, rastnih 
dejavnikov, eksosomov in mikroveziklov vplivajo na številne procese v tkivih. Zarad teh 
lastnosti postajajo vedno bolj zanimive za uporabo v regenerativni medicini. Problem 
predstavlja njihova maloštevilčnost v tkivih, hkrati pa ne obstaja standardiziran postopek 
za določanje njihove koncentracije v sveže odvzetih vzorcih. V sklopu magistrskega dela 
smo želeli vpeljati postopek za določanje MMC v bioloških vzorcih, pri čemer smo se na 
podlagi pregledane literature odločili za označevanje antigena, ki ga MMC ne bi smele 
imeti, CD45, in molekule CD271, ki se po novejših podatkih izraža na površini MMC. 
Analize smo izvajali s pretočnim citometrom po dodatku fluorescentnih kroglic za štetje v 
vzorcu. 
Analize smo izvedli na vzorcih kostnega mozga, periferne krvi in maščobnega tkiva in v 
prvem delu magistrskega dela določili, kateri vzorec predstavlja največji vir MMC. 
Največji odstotek celic smo določili v vzorcih maščobnega tkiva, 0,16 ± 0,02 %, sledili so 
vzorci kostnega mozga, 0.043 ± 0.016 %, najmanjši delež pa smo določili v vzorcih 
periferne krvi, 0,0064 ± 0,0066 %.  
V nadaljevanju smo preverili, kako na odstotek celic vpliva staranje darovalcev. Odstotek 
KMC v vzorcih kostnega mozga in periferne krvi pada, kar je primerljivo z ostalimi že 
narejenimi raziskavami, pri analizi MMC v odvisnosti od starosti pa smo dobili statistično 
neznačilne podatke, zaradi česar nismo mogli potrditi hipoteze. V raziskavo bi bilo 
potrebno vključiti večje število in starostno bolj raznolike darovalce.  
S statistično obdelavo podatkov smo pokazali, da bi lahko iz koncentracije KMC, ki se 
določa po standardiziranem ISHAGE postopku, sklepali na delež MMC v vzorcu. 
Rezultate, pridobljene s pretočnim citometrom, smo primerjali z rezultati funkcijskega 
testa, s katerim določamo število matičnih celic na podlgi njihove sposobnosti 
pomnoževanja (CFU-F). Ugotovili smo, da je število CFU-F premosorazmerno s 
koncentracijo KMC in MMC, hkrati pa tudi, da število CFU-F s starostjo darovalcev pada. 
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sem bila seznanjn/-a in sem razumel/-a namen raziskave in soglašam, da se lahko odvzeti 
vzorec mojega kostnega mozga, ki je sicer namenjen za analizo v diagnostične namene, 
uporabi tudi za dodatne študije matične celice, ki jo je odobrila Komisija za medicinsko 
etiko, Ministrstvo za zdravje, Slovenija, pod številko 0120-14/2016-2. 
 
Dr. ....................................................................... me je seznanil/-a s postopkom odvzema 
vzorca, hkrati pa tudi odgovarja za mojo varnost pri tem dejanju. 
 
Obveščena sem, da bodo moji osebni podatki anonimni, tako da bo zaščitena moja pravica 
do zasebnosti in omogočeno popolno varovanje mojih osebnih podatkov. 
 
Moje sodelovanje v raziskavi je popolnoma prostovoljno in vem, da ga lahko odklonim ali 
kadarkoli odstopim iz raziskave. Obvestili so me, da bodo rezultati raziskave služili 
napredku medicinskega znanja na področju celične terapije in regenerativne medicine. 
 
Obveščen/-a sem tudi, da je raziskavo odobrila Republiška komisija za medicinsko-etična 
vprašanja. 
 




Podpis preiskovanca/-ke: ...................................................... 
